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2. Úvod
Leukémie jsou heterogenní skupina onemocnění, charakterizovaná nekontrolovanou klonální 
proliferací hematopoetických buněk v různém stadiu diferenciace, anebo klonální proliferací 
maligně transformovaných zralých krevních elementů a ztrátou jejich citlivosti k podnětům 
navozujícím apoptózu. Podle typu maligních buněk a stadia jejich diferenciace, které zjistíme 
pomocí morfologického vyšetření periferní krve a aspirátu z kostní dřeně a imunofenotypizace, 
dělíme onemocnění do základních diagnóz. I v rámci jednotlivých těchto diagnóz ale existují 
značné rozdíly v průběhu onemocnění, citlivosti na léčbu a pravděpodobně i v patogenezi. Z tohoto 
pohledu představuje každý základní typ leukémie vlastně skupinu onemocnění, kde ke stejnému 
výsledku – maligní transformaci buňky – vedlo jiné poškození genomu buňky. Přesnou patogenezi 
většiny druhů leukémií dosud neznáme (pouze některé rizikové faktory). Nekontrolovaná 
proliferace maligních leukémických buněk a infiltrace kostní dřeně vede k postupnému útlumu 
normální krvetvorby a tím k rozvoji typických příznaků: únavnosti, tachykardii a snížené 
výkonnosti (anemie), snížené odolnosti vůči infekcím (granulocytopenie) a krvácivosti 
(trombocytopenie). U chronických leukémií bývají tyto příznaky dále zhoršovány 
hepatosplenomegalií s hypersplenismem. Hepatosplenomegalie způsobuje i další obtíže, zejména v 
oblasti trávicího ústrojí (bolesti, nechutenství, nauzea). Pacienti jsou zejména u chronické myeloidní 
leukémie dále ohroženi hyperleukocytárním syndromem. U jednotlivých druhů leukémií se někdy 
vyskytují i specifické klinické projevy, jako například hyperplazie dásní a poškození centrálního 
nervového systému u akutní myeloidní leukémie (AML) vycházející z monocytární řady, nebo 
sklon k rozvoji diseminované intravaskulární koagulace u promyelocytární leukémie (AML M3). 
Leukémie mají četné a závažné komplikace, z nichž ty infekční nejčastěji vedou ke smrti pacienta. 
Závažná je i toxicita léčby.
 Nejčastější leukémií v evropské a severoamerické populaci je chronická lymfocytární leukémie z B 
lymfocytů (CLL) s incidencí  3/100 000 obyvatel v Evropě, což znamená 25 – 30 % všech leukémií 
v Evropě a USA.[1] Následují ji myeloproliferativní onemocnění jako celek: chronická myeloidní 
leukémie (CML), polycytemia vera (PV), esenciální trombocytemie (ET) a idiopatická 
myelofibróza (IM). Jejich úhrnná incidence je 1 – 3/100 000 obyvatel. Incidence akutní lymfatické 
leukémie je 1,1 – 1,4/100 000 obyvatel a akutní myeloidní leukémie 2 – 3/ 100 000 obyvatel (s 
prudkým nárůstem ve skupině seniorů nad 65 let). Ostatní druhy leukémií, jako vlasatobuněčná 
leukémie nebo prolymfocytární leukémie, jsou vzácné.
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Vyšetření specifických markerů je u leukémií (a obecně u lymfoproliferativních onemocnění) 
nezbytné pro podrobnější klasifikaci choroby a pro získání informací o prognóze. Zvážení těchto 
informací umožňuje - spolu s klinickými ukazateli a zhodnocením celkového stavu pacienta - lékaři
rozhodnout o tom, jaký přístup k léčbě zvolí. To má v praxi mimořádný význam, protože možnosti 
terapie jsou v hematoonkologii široké: od konzervativních léčebných režimů, které znamenají menší 
zátěž pro pacienta, ale na druhé straně umožňují dosáhnout pouze kontroly nemoci bez naděje na 
trvalé vyléčení, až po vysokodávkovanou myeloablativní chemoterapii následovanou alogenní 
transplantací kmenových krvetvorných buněk ( Hematopoietic Stem Cell Transplantation, HSCT ), 
která sice poskytuje možnost úplného vyléčení, ale za cenu  mortality okolo 30% v průběhu léčby. 
[1] Výzkum některých prognostických faktorů nám také pomáhá lépe pochopit patofyziologii 
onemocnění; markery mohou být zároveň patogenetickými činiteli, které představují cíl pro léčbu.V 
následujícím textu podávám nejdříve obecný přehled specifických diagnostických a prognostických 
metod u leukémií a následně se zaměřím na hodnocení specifických markerů  u akutní myeloidní 
leukémie (AML) , chronické myeloidní leukémie (CML), chronické lymfocytární leukémie z B 
lymfocytů (CLL)  a na význam těchto markerů pro stanovení léčby.
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3. Specifické markery leukémií, metody jejích průkazu a obecná 
metodika průzkumu
Výzkum specifických markerů leukémií obvykle hodnotí korelaci mezi přítomností určitého 
specifického markeru na leukémických buňkách a diagnózou pacienta a/nebo průběhem 
onemocnění. Je možné a pro získání validních údajů i nezbytné hodnotit během studie větší 
množství markerů a jejích vzájemnou závislost pomocí multivariantní analýzy. Studie jsou většinou 
retrospektivní a k zpětnému vyhodnocení prognózy se používá procento pacientů, kteří přežijí 
určitou dobu (nejčastěji pět let) od stanovení diagnózy, přičemž ze studie nejsou vyloučeni pacienti, 
kteří zemřou z jiných příčin než je leukémie ( celkové přežití, overall survival – OS, nebo survival 
rate - SR), nebo prostě medián přežití pacientů od stanovení diagnózy (survival time). K hodnocení 
agresivity nemoci se používá interval od diagnózy do progrese onemocnění, která vyžaduje léčbu 
(období bez progrese, progression free interval - PFI). K hodnocení citlivosti na léčbu používáme 
procento nemocných, u kterých onemocnění na terapii významně zareaguje (procento odpovědí, 
response rate - RR), procento pacientů, kteří po léčbě dosáhnou celkové remise ( complete 
remission - CR), nebo dosáhnou molekulární remise (molecular remission – MR). Při molekulární 
remisi nelze ani nejcitlivějšími současnými metodami, jako je polymerázová řetězová reakce v 
reálném čase (real time PCR, RT-PCR)  nebo čtyřnásobná (vícenásobná) barevná analýza v 
průtokové cytometrii, zjistit přítomnost neoplastických buněk –  takzvané minimální reziduální 
choroby ( minimal residual disease - MRD). U většiny pacientů v celkové remisi se pomocí PCR 
nebo vícebarevné cytometrie MRD prokáže, její eradikace je považována za terapeutický úspěch. 
Podle některých studií je dosažení molekulární remise příznivým faktorem z hlediska délky trvání 
remise a mediánu přežití.[22] Zatím ale neproběhly dostatečně rozsáhlé klinické studie, které by 
tento názor přesvědčivě prokázaly.[21]
3.1  Metody ověřování přítomnosti leukémických markerů
3.1.1  Průtoková cytometrie ( Fluorescence activated cell sorting – FACS )
Membránové proteiny můžeme nejjednodušeji prokázat pomocí průtokové cytometrie. Při této 
metodě prochází série buněk laserovým paprskem, jehož boční a přímý rozptyl je následně 
převeden na elektrický signál a zaznamenán do grafu. Pomocí elektromagnetického pole je možné 
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buňky, produkující specifický signál, následně separovat. Použitím monoklonálních protilátek s 
navázanými fluorescenčními barvivy (fluorochromy, které pohlcují laserové paprsky a následně 
emitují světlo o jiné vlnové délce) lze detekovat buňky, které na svém povrchu nesou určité 
antigeny, tedy provést imunofenotypizaci. Imunofenotypizace je základní diagnostické vyšetření, 
které se dnes používá hlavně k průkazu CD antigenů a tak k určení původu nádorových buněk. V 
podstatě lze ale tímto způsobem prokázat i další povrchové struktury, například zetta asociovaný 
protein ( viz kap 6.1.3.5) . Přesnějších výsledku dosahuje multiparametrická, vícebarevná analýza, u 
které se používá více druhů fluorochromů se stejným absorpčním, ale jiným emisním spektrem. U 
čtyř a pětibarevné průtokové cytometrie se používají fluorochromy s různým absorpčním spektrem, 
a je tedy nutné použít dva různé světelné zdroje. Takové přístroje pak umožňují simultánní detekci 
většího množství antigenů a mají vysokou senzitivitu, proto je lze použít i pro stanovení přítomnosti 
MRD.
3.1.2   Fluorescenční in situ hybridizace (FISH)  
Specifické cytogenetické abnormality se prokazují nejčastěji metodou FISH. Tato technika využívá 
DNA sondy s navázanými fluorochromy. Ty se vysoce specificky vážou na odpovídající genové 
sekvence (například fúzní gen bcr/abl) a umožní tak jejich průkaz při fluorescenční mikroskopii. 
Metoda fiber FISH umožňuje, na rozdíl od starších metod, průkaz cytogenetických abnormalit i v 
jádrech buněk, které se nacházejí v interfázi nebo metafázi. To je důležité zvláště u CLL. Fiber 
FISH má také velice vysokou citlivost, až na jednotky kilobází. Příprava chromosomů k provedení 
této metody je ale technicky náročná a dostupná jen ve specializovaných laboratořích.
3.1.3  Další techniky
Alternativu k FISH pro detekci fúzních či poškozených genů představují techniky PCR. RT – PCR 
je základem pro hodnocení mutačního stavu ( viz níže). Proteinové  markery můžeme hledat 
pomocí western blotu (WB), povrchové markery se dají hodnotit také imunohistochemicky.
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4. Specifické diagnostické a prognostické markery u akutních 
leukémií
4 .1  Akutní myeloblastická leukémie (AML)
AML vzniká maligní transformací hematopoetické progenitorové buňky. Ta se projevuje blokem v 
diferenciaci buňky na nízké úrovni vyzrávání a nekontrolovanou proliferací blastů. Progenitorová 
buňka se diferencuje v monocytární nebo myelomonocytární (vzácně erytroidní nebo 
megakaryocytární) blasty. Na úrovni blastů je diferenciace zablokována. Proliferace blastů se 
vymyká regulaci, v krevním obraze vzniká typický obraz s nadbytkem blastů a chyběním vyšších 
vývojových stadií. Přitom jsou v malém počtu ještě přítomny vyzrálé neutrofily (hiatus 
leucaemicus). [1]
K upřesnění subtypu AML hodnotíme morfologicky a cytochemicky nátěr z periferní krve a punktát 
kostní dřeně. Doplňujeme imunofenotypizaci. Na základě těchto vyšetření dělíme AML do skupin, 
používá se hlavně francouzsko – americko – britská (FAB) klasifikace.[1]
Hlavní prognostické markery AML jsou výsledky cytogenetického vyšetření. Nález specifických 
chromosomálních aberací umožňuje rozčlenění pacientů do skupin s dobrou, špatnou, nebo 
intermediární prognózou (viz tabulka 1). U pacientů s dobrou prognózou nalézáme inverzi 16. 
chromosomu, translokaci (15;17) nebo translokaci (8,21). Ve skupině se špatnou prognózou pak 
vidíme monosomii nebo deleci 7. nebo 5. chromosomu, translokaci 11q23 nebo kompletní 
cytogenetické abnormality. Zatímco pacienti s dobrou prognózou jsou obvykle léčeni chemoterapií 
(cytosinarabosid v kombinaci s antracykliny nebo etoposidem) s případnou následnou autologní 
transplantací kmenových buněk a pětileté přežití se u nich udává 55%, u  pacientů ze skupiny se 
špatnou prognózou mladších 55 let je léčbou volby alogenní transplantace hematopoetických 
kmenových buněk a pět let od diagnózy přežívá jen 11% těchto pacientů.
   U asi 40% pacientů nacházíme normální karyotyp blastů, nebo chromosomální aberaci, která se 
nedá zařadit ani do jedné skupiny. Jejích prognóza je intermediární, se škálou pětiletého OS mezi 
24 – 48 %, a přístup k jejich léčbě sporný.[2].
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Tabulka 1: prognostické skupiny u AML podle cytogenetiky
Inv(16), t(15,17), t(8,21) Normální karyotyp, nebo 
prognosticky nevýznamné 
aberace (NC- AML)
7-;5-;11q23; komplexní 
abnormality
22% nemocných]25] 40% nemocných 38% nemocných
Dobrá prognóza → 
chemoterapie
prognóza nejistá Špatná prognóza → allo SCT
Podle nedávno publikovaných retrospektivních studií, je zřejmě možné i ve skupině pacientů s 
normálním karyotypem odlišit podmnožinu, která má lepší prognózu. Prognostický význam mohou 
mít mutace, které vedou k inaktivaci určitých genů nebo k nadměrné expresi některých genů.
4.1.1  Prognosticky významné mutace genů u pacientů s akutní 
myeloblastickou leukémií a normálním karyotypem leukémických blastů 
( NC – AML), nebo prognosticky nezařaditelnými chromosomálními 
aberacemi leukémických blastů
 
4.1.1.1 Mutace genu pro nukleofosminový protein ( NPM1 )
Tato mutace byla podle Tallmanovy studie zjištěna u 60% pacientů s normálním karyotypem a jen 
vzácně u pacientů se špatnou nebo dobrou prognózou. NPM1 je nukleo-cytoplazmatický signální 
protein, který se podílí na regulaci funkce proteinu ARF. ARF se podílí na apoptóze vyvolané 
aktivací p53 nebo retinoblastomového genu. Mutace vede k abnormální lokalizaci NPM1 v 
cytoplazmě. Je signifikantně častější u žen a u pacientů s vyšším počtem leukocytů. Často je spojen 
s mutací v FLT3 genu a monocytární diferenciací blastů [30]
Izolovaná mutace NPM1 je příznivý prognostický faktor, pacienti vykazují delší OS a nižší 
kumulativní incidencí relapsů. [2].
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4.1.1.2 Mutace genu pro fetální jaterní tyrozinkinázu 2/ tyrozinkinázu typu FMS 3 
(  FMS like tyrosin kinase 3 -  FLT3  )
Mutace genu pro FLT3 je vůbec nejčastější mutací u AML.[31] Nejběžnější formou je vnitřní 
tandemová duplikace (internal tandem duplication, mutovaný gen se pak označuje: FLT3-ITD ). 
Vzhledem k variabilitě ve změně délky genu je přesnější název mutace v délce FLT3 ( FLT3 lenght 
mutation, FLT3-LM).[37] Mutace vede ke konstituční aktivitě tyrozinkinázy a tím k aktivaci 
signální kaskády nitrobuněčných proteinů a  nekontrolované proliferaci progenitorové krevní 
buňky. Prevalence mutovaného genu FLT3-LM je vyšší u dospělých pacientů než u dětí a je spojená 
s vyšším celkovým počtem krevních elementů a vyšším podílem blastů. FLT3-LM je nezávislý 
nepříznivý prognostický faktor mediánu přežití a časného relapsu. Jeho nižší frekvence u dětí by 
mohla být důvodem příznivějšího průběhu AML u dětských pacientů.[2]. Prognóza je tím horší, čím 
více je gen prodloužen. Pokud dojde ke ztrátě nemutované alely, znamená to další zhoršení 
prognózy[32].  Podle jedné studie představuje nejlepší prognostický faktor poměr mezi hladinou 
FLT3-LM a normálního FLT3.[33]
Vzhledem k prognostickému významu se považovalo za možné, že by pacienti s FLT3-LM 
profitovali z časné transplantace. Byla provedena rozsáhlá studie zahrnující 1135 pacientů, která ale 
neprokázala vyšší úspěšnost léčby při SCT provedené v první remisi a to ani při autologní ani při 
alogenní transplantaci. Hlavním důvodem byla vyšší incidence posttransplantačních relapsů ve 
srovnání s pacienty bez přítomnosti FLT3-LM.[34]
FLT3-LM není jen  prognostický marker. Produkt mutovaného genu, konstitučně aktivní 
tyrozinkináza má zřejmě významný podíl na patogenezi onemocnění. Představuje tedy potenciální 
cíl pro terapii. Inhibitory by teoreticky měly mít obdobný efekt jako imatinib mesylate u CML ( viz 
kap. 5.1.3), dosud ale nebyl vyvinut žádný dostatečně účinný FLT3-LM inhibitor.
 
4.1.1.3  Mutace v smíšeném leukemickém genu (mixed lineage leukemia gen - MLL)
MLL kóduje histonovou methyltransferázu, která se podílí na regulaci homeobox genů.[2]. Její 
inaktivace, ke které dochází nejčastěji při ztrátě chromosomálního materiálu, je nezávislým 
špatným prognostickým faktorem pro přežití a incidenci relapsu.[37]
13
4.1.1.4  Mutace genu pro koaktivátor sekvence CCAAT typu alfa (CCAAT/enhancer 
binding protein alfa - C/EBPα)
C/EBPα je transkripční faktor, nezbytný pro diferenciaci granulocytů (a dalších buněk, například 
adipocytů). Váže se na sekvenci cytidin-cytidin-adenozin-adenozin-thymidin na DNA (proto 
CCAAT), přítomnou v mnoha genech. Jeho mutaci nacházíme u 15 –  20% pacientů s AML. 
Pacienti s mutací C/EBPα mají v porovnání s pacienty bez mutace vyšší průměrné hodnoty 
hemoglobinu, vyšší počty blastů, nižší počty krevních destiček a méně často se u nich projevuje 
lymfadenopatie nebo infiltrace extralymfatických orgánů.
Přestože by se vzhledem k biologické roli v diferenciaci granulcytů dal očekávat spíše opak, je 
mutace C/EBPα příznivým prognostickým faktorem pro trvání remise a pro délku přežití, i když ne 
pro dosažení remise. To platí i u pacientů s FLT3-LM a mutací MLL. Zdá se totiž, že přítomnost 
mutace C/EBPα  ruší prognostický význam FLT3-LM i mutace MLL. [35]
4.1.2 Geny jejíchž zvýšená exprese ovlivňuje prognózu pacientů s NC - 
AML 
4.1.2.1 Zvýšená exprese genu pro protein přítomný v cytoplazmě leukémických a 
mozkových buněk ( Brain and Leukemia cytoplasmatic genu - BAALC)
Biologická úloha proteinu BAALC není dosud známá, podle jeho lokalizace v cytoplazmě se 
odhaduje, že se podílí na formování cytoskeletu. Je přítomen ve vysokých hladinách v cytoplazmě 
progenitorových hematopoetických buněk a během diferenciace jeho hladina postupně klesá. V 
leukémických blastech nacházíme zvýšenou hladinu  BAALC.
Významně zvýšená hladina  BAALC koreluje s vyšší incidencí FLT3-LM a nižší incidencí NPM1 
mutace.[19] Samostatně představuje nezávislý špatný prognostický faktor, jak z hlediska dosažení 
celkové remise, tak pětiletého OS.[36] Silně ale záleží na hranici zvolené autory studie 
(zdá se, že prognóza se zhoršuje kontinuálně se při zvýšení hladiny BAALC, statisticky jasně horší 
výsledky měli pacienti nad 50. percentil)[19]
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4.1.2.2 Zvýšená exprese meningeomového genu 1 (Mengioma 1- MN1)
Translokací t (12;22) (p13;q11) dochází u AML ke vzniku fúzního genu MN1 – TEL a tím k 
aktivaci protoonkogenu MN1. Stejně jako BAALC je MN1 vysoce exprimován v progenitorových 
krvetvorných buňkách a jeho exprese je tím nižší, čím je buňka diferencovanější. Jeho funkce je 
nejasná. Gen TEL ( ETV6) je členem ETS rodiny transkripčních faktorů. Bylo prokázáno, že vznik 
MN1-TEL může u zvířat (myší) navodit nekontrolovanou proliferaci krvetvorných buněk a vyvolat 
tak vznik AML. U lidí se MN1-TEL prokazuje vzácně. Prognostický význam, ale zřejmě může mít i 
stanovení hladiny samotného MN1 proteinu.Existuje významná korelace mezi nadměrnou expresí 
MN1 (definované jako hodnota vyšší než medián vzorku pacientů) a nemutovaným stavem NPM1. 
Podle jedné studie představuje nadměrná exprese MN1 samostatný nepříznivý prognostický faktor 
pro délku přežití a predikuje horší odpověď na léčbu.[6] K potvrzení prognostického významu 
stanovení hladiny exprese MN1 jsou potřeba další studie a standardizace metody. 
4.1.2.3 Zvýšená expese genu z rodiny ETS (E twenty six related gen - ERG)
Je členem rodiny ETS transkripčních faktorů. Jeho nadměrná exprese vede k upregulaci genů 
podílejících se na procesu buněčného růstu, proliferace i diferenciace. U pacientů s NC - AML a 
vysokou expresí ERG (nad 75. percentil) je zvýšená kumulativní incidence relapsů a nižší pětiletý 
OS.
Protože ERG je lokalizován na dlouhém raménku 21. chromosomu, spekuluje se o určitém vztahu 
k vyšší četnosti AML u Downova syndromu.[7]  Leukémie u Downova syndromu má ale odlišné 
charakteristiky od AML v normální populaci. Projevuje se v mladším věku a mnohem častěji je 
megakaryoblastová, přičemž tento podtyp u není u pacientů s Downovým syndromem na rozdíl od 
AML u běžné populace negativním prognostickým indikátorem.[25] Může u ní vzácně dojít i ke 
spontánní remisi. AML u dětí s Downovým syndromem, obzvláště projeví-li se do dvou let věku, 
jsou velmi citlivé na terapii a mají nízké procento relapsů.[25],[24]
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Tabulka 2: prognosticky významné  genové markery u pacientů s NC-AML
Postižený 
gen
Nejčastější forma postižení Četnost mutace u 
NC-AML %
Nezávislá 
predikční síla
Vliv na 
prognózu
NPM1 Inzerce, delece, substituce 
nukleotidu
50-60 ANO, ale ne u 
kombinace s FLT3
příznivý
FLT3 Tandemová vnitřní duplikace 16 (děti)
30-40 (dospělí)
ANO, zvláště při 
FLT3/FLT-LM > 
0,78
nepříznivý
MLL Delece 7q,5q 8 Nedostatečně 
prokázaná
nepříznivý
CEPBα různé 15-20, ale cca 10 
mutace vede ke 
ztrátě funkce
ANO příznivý
BAALC Zvýšená exprese Exprese tvoří 
kontinuum s širokým 
rozmezím
ANO
záleží ale na 
zvoleném cut-off
nepříznivý
MN1 Vznik fúzního genu MN1-
TEL,nadměrná exprese MN1
MN1-TEL vzácná, u 
nadměrná exprese 
závisí na zvoleném 
cut-off
Nedostatečně 
prokázaná,
korelace s 
nemutovaným 
stavem NPM1
nepříznivá
ERG Nadměrná exprese 25% při 
nejpoužívanějším 
cut-off 
MOŽNÝ Při cut-
off 75%
nepříznivý
4.1.3 Genové profily
Studie prováděné pomocí mikročipů se snaží stanovit skupiny genů, které jsou zvýšeně 
exprimovány u NC – AML, a na základě toho v ideálním případě odlišit podskupiny s různou 
prognózou a optimalizovat jejich terapii.[2]
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4.2 Akutní lymfoblatická leukémie ( ALL)
Stejně jako AML vzniká ALL maligní transformací kmenové hematopoetické buňky. Ta se ale 
diferencuje v lymfoblasty. ALL je nejčastějším nádorovým onemocněním dětského věku, typicky se 
projevuje do 4 let věku. Druhý vrchol výskytu nastává u seniorů, s maximem po osmdesátém roce 
života.
Základní klasifikace ALL se (kromě morfologického rozdělení podle vzhledu blastů na typ L1, L2 a 
L3, které ale nemá klinický ani prognostický význam) provádí imunofenotypizací pomocí 
průtokové cytometrie.[1] Ta umožňuje odlišit ALL z B lymfatické řady ( B – ALL) a z T řady (T – 
ALL). Lze se také setkat s diagnózou null ALL u blastů, které se nedají přiřadit ani k jedné 
vývojové linii. Podle exprese povrchových antigenů dále rozlišíme stupeň diferenciace, na jehož 
základě dělíme ALL do skupin B I – IV a T I – IV.
Důležitý diagnostický a prognostický význam má zjištění některých cytogenetických aberací. 
Některé, jako t(8,14), potvrzují diagnózu B – ALL. Další mají prognostický význam. Přítomnost 
Philadelphského chromosomu ( nález bcr-abl fúzního genu, jehož vznik je výsledkem této 
translokace ) je nejsilnějším nezávislým cytogenetickým markerem u ALL. Přítomnost bcr-abl je u 
ALL spojena s agresivnějším průběhem nemoci, častou rezistencí k léčbě a proto s kratší dobou 
přežití.[39] Vyskytuje se u méně než pěti procent dětských pacientů, ale u 20-30% ALL vzniklých v 
dospělém věku. Na rozdíl od CML u ALL převážně nacházíme variantu bcr-abl s kratším řetězcem 
( m bcr-abl, viz kap. 6.1.2) 
Zvláště u dětí, kde bcr-abl nacházíme vyjímečně, zůstávají nejužitečnějšími nástroji pro odhad 
rizika věk a klinické ukazatele ( počet krevních elementů, odpověď na terapii, zdvojovací čas...)
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5. Myeloproliferativní onemocnění
Myeloproliferativní choroby jsou zapříčiněny maligní transformací multipotentní hematopoetícké 
buňky, která ale není provázená diferenciačním blokem. Maligní buňky se tak, na rozdíl od blastů u 
akutních leukémií, diferencují ve zralé elementy myeloidní, erytroidní nebo megakaryocytární řady. 
Nedochází k diferenciaci v lymfocyty (chronická lymfocytární leukémie vzniká jiným 
mechanismem). K bloku by tedy mohlo docházet na úrovni hypotetické myeloidní multipotentní 
buňky  (CFU – GEMM). Diferenciace v určitou řadu není zcela vyhraněná, obvyklým nálezem je 
výrazné zmnožení zralých elementů jedné řady a méně vyjádřené zmnožení elementů ostatních 
linií. Kromě toho dochází také k více či méně vyjádřené fibrotizaci kostní dřeně a kompenzační 
extramedulární krvetvorbě.
Podle převažujícího typu buněk se rozlišuje chronická myeloidní leukémie (CML),  u které 
dominuje diferenciace v leukocyty, polycytemia vera (PV),  u které převažuje erytrocytární 
diferenciace, esenciální trombofilie, kde dominuje diferenciace megakaryocytární řady a periferní 
trombocytóza a myelofibróza, kde dochází také k diferenciaci v megakaryocyty, která se ale 
(pravděpodobně působením destičkového faktoru 4) projeví hlavně fibrotizací kostní dřeně s 
výrazně vyjádřenou, ale kompenzačně nedostatečnou extramedulární erytropoézou. Nižší stupeň 
fibrotizace kostní dřeně nacházíme i u ostatních podtypů. [1]
Tyto klinické jednotky se liší průběhem i prognózou, přesto ale nejsou vůči sobě navzájem přesně 
ohraničeny a v průběhu nemoci mohou přecházet jedna v druhou. Patogeneze nemoci není známá, 
ale společným jmenovatelem je pravděpodobně cytogenetická nestabilita, která často vede ke 
zvyšování agresivity nemoci v jejím průběhu. Při zvyšování chromosomální nestability tak nakonec 
asi u jedné třetiny CML dochází k blastickému zvratu a vzniku AML. Dá se tak mluvit o určitém 
kontinuu, které zahrnuje myelodysplastický syndrom (MDS), myeloproliferativní syndromy a 
AML. Na druhou stranu, průběh a prognóza AML vzniklých z myelodysplastického syndromu nebo 
CML je odlišná od de novo vzniklé AML a nález fúzního genu bcr-abl, který je pro diagnózu CML 
nezbytný, je u AML spíše vzácný (a naopak není výjimečný u akutní lymfatické leukémie). 
Abychom lépe pochopili vztahy mezi těmito syndromy, museli bychom toho více vědět o jejich 
patogenezi. Nejvýznamnější jednotkou ze skupiny myeloproliferativních onemocnění je CML.
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5.1 Chronická myeloidní leukémie (CML)        
U CML dominuje převažující diferenciace maligního klonu v myeloidní elementy. Nemoc probíhá 
typicky ve třech fázích. První, chronická,  často nemá výraznější klinické příznaky a projeví se 
pouze změnami v krevním obraze a kostní dřeni. Doba trvání chronické fáze byla před zavedením 
cílené léčby vysoce variabilní, od několika měsíců až po víc než deset let. Medián trvání chronické 
fáze byl při léčbě kombinující interferon-α a cytarabin okolo tří let. Po fázi chronické přichází fáze 
akcelerovaná, se zvýšeným výskytem chromosomálních abnormalit, jehož klinickým korelátem je 
zkrácený zdvojovací čas leukocytů, kolagenní fibrotizace kostní dřeně a zhoršení příznaků. 
Akcelerovaná fáze plynule přechází v blastickou krizi s obrazem akutní leukémie. Alternativou, 
která postihuje asi 10 – 15% pacientů, je přechod do terminální myelofibrózy.  
5.1.1 Diagnostika a prognóza CML
Kromě klinických a bichemických vyšetření má pro diagnózu CML největší význam průkaz 
přítomnosti genu bcr-abl. Tento fúzní gen vzniká u 95 % CML reciproční translokací chromosomu 9 
na 22, přesněji t(9,22) (q34,q11). Přítomnost chromosomální translokace byla specificky prokázaná 
roku 1961 ve Filadelfii a podle místa objevu se vzniklá struktura nazývá filadelfský chromosom 
(Philadephia chromosom - Ph1). U zbývajících 5 % je příčinou vzniku genu bcr-abl skrytá 
chromosomální translokace t(9,22). Jsou známy tři formy tohoto fúzního genu, které se rozlišují 
podle velikosti genu na major ( M bcr-abl), minor ( m bcr-abl) a mikro (µ bcr-abl). Pro CML je 
patognomická forma M. Produktem genu bcr-abl je tyrozinkináza s konstituční aktivitou.[26] 
Fosforylací kaskádových proteinů tyrozinkináza stimuluje proliferační aktivitu a zároveň inhibuje 
expresi genů, odpovídajících za opravu chromosomálních nestabilit.[29]
Cytogenetický průkaz Ph1  chromosomu pomocí cytogenetických metod (FISH), průkaz genu bcr-
abl pomocí metod PCR, nebo průkaz tyrozinkinázy, která je jeho produktem, použitím jiných 
molekulárních technik (western blot, southern blot) je nutný pro stanovení diagnózy CML. Nemoci 
morfologicky podobné CML, ale bez přítomnosti bcr-abl, jsou řazeny k myelodysplaziím.[1] Ty 
mají horší prognózu, jak kvůli biologickému chování nemoci, tak kvůli omezenějším možnostem 
terapie. Přítomnost Ph1  chromosomu ale není pro CML specifická. K diagnóze je potřeba 
morfologické vyšetření nátěru z periferní krve a kostní dřeně, cytogenetické vyšetření umožní 
prokázat případné další chromosomální aberace a spolu s diferenciálním rozpočtem leukocytů a 
fyzikálním vyšetřením určí, ve které fázi onemocnění se pacient nachází.
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Průkaz bcr-abl je možno použít k hodnocení eradikace MRD. Citlivost RT- PCR je 1:100 000 - 1: 
1000 000.
5.1.2  Léčba CML a její vztah k bcr-abl
Bcr-abl není jenom markerem onemocnění, ale představuje zároveň hlavní mechanizmus, který  u 
leukémických buněk způsobuje zvýšenou proliferační aktivitu a chromosomální nestabilitu. Byly 
tedy podniknuty pokusy o vyvinutí léků, které by dokázaly zablokovat kaskádu navozenou 
fosforylační aktivitou bcr-abl.[26] Jako nejúčinnější se nakonec ukázala látka  STI571, později 
pojmenovaná Imatinib mesylate (firemním názvem Glivec), která kompetitivně inhibuje ATP 
vázající podjednotku proteinu bcr-abl. Zablokování tyrozinkinázy vede k inhibici růstu buněk 
maligního klonu a k navození jejich apoptózy. Protože bcr-abl není přítomen v normálních 
lymfocytech, je tato léčba cílená na leukémický klon.[27] Terapie je dostupná od roku 2001 a 
dramaticky změnila prognózu pacientů. Od roku 2007 jsou dostupné další látky cílené na inhibici 
aktivity nitrobuněčných signálních proteinů, které jsou účinné u pacientů rezistentních na Glivec. 
Prognóza pacientů s CML se změnila natolik dramaticky, že jí zatím nejsme ani schopni 
kvantifikovat, medián přežití pacientů je totiž velmi pravděpodobně delší než doba, po kterou se 
Glivec užívá. Terapie imatinibem dokáže navodit remisi u pacientů ve všech fázích onemocnění, a 
to při nízké toxicitě.[29]  Některé CML jsou ale rezistentní k léčbě imatinibem, anebo se rezistence 
rozvine v průběhu léčby. Pacientů, kteří nedosáhnou trvalé remise kvůli primární nebo získané 
rezistenci, je asi 39%.  Hlavním mechanismem rezistence je mutace v kinázové doméně bcr-abl.[28] 
Dalšími mechanismy jsou zvýšení exprese bcr-abl, eflux imatinibu z buňky, nebo vazba imatinibu 
plazmatickými proteiny[29] V průběhu léčby dochází k selekci rezistentnějších klonů. U části 
pacientů postačí navýšení dávky imatinibu, převážnou většinu ostatních lze léčit pomocí 
tyrozinkinázového inhibitoru s vyšší afinitou k bcr-abl tyrozinkináze (dasatanibu) nebo 
kombinovanou terapií. Dalším perspektivním lékem je nilotinib. Asi u 15% případů je rezistence ale 
způsobena mutací T3151 v ABL genu. Tato mutace brání vazbě imatinibu, dasatinibu i nilotinibu. 
Jediným lékem z oblasti cílené terapie by mohla být experimentální látka VX-608.
Algoritmus rozhodování o léčbě se s objevením nových terapeutických možností změnil. Dříve 
diagnostikovaní pacienti byli podle výpočtu Sokalova skóre (na základě věku, velikosti sleziny, 
trombocytémie a procenta blastů) rozděleni do rizikových skupin. Takto vypočítané riziko bylo pak 
porovnáno s rizikem allo-HSCT a podle toho byli nemocní buď léčeni paliativně, nebo 
transplantováni. Allo-HSCT byla metodou volby u všech pacientů mladších třiceti let a u pacientů 
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do 55 let s jinou než nízce rizikovou nemocí. Dnes je metodou volby prakticky pro všechny 
pacienty cílená léčba. Tato léčba nezhoršuje případné vyhlídky na úspěch transplantace [29], která 
už je ale indikovaná jen vzácně. Přesto allo-SCT zůstává jedinou metodou s kurativním 
potenciálem.
    
21
6. Chronické lymfocytární leukémie
Tento termín se používá pro skupinu onemocnění charakterizovanou vyplavováním klonálních 
malých lymfocytů do periferní krve. Nejčastější nemocí z této skupiny (a nejčastější leukémií u 
dospělých v Evropě a Severní Americe vůbec) je chronická B lymfocytární leukémie (B – CLL). 
Podle současné klasifikace WHO je každá chronická lymfatická leukémie B lymfocytární. Dřívější 
klinická jednotka chronická lymfatická leukémie z T buněk (T – CLL) je v této klasifikaci zrušena a 
tato diagnostická jednotka je nahrazena chronickou prolymfocytární leukémie z T – buněk  (T – 
PLL).[21] Proto v následujícím textu budu používat pro chronickou leukemii z B lymfocytů pouze 
zkratku CLL. 
Další onemocnění ze skupiny chronických lymfocytárních leukémií s podobným nálezem malých 
uniformních buněk morfologicky podobných lymfocytům v periferní krvi jsou již zmíněné 
prolymfocytární  B a T leukémie, vlasatobuněčná leukémie a leukémie s velkými granulárními 
lymfocyty.
6.1 Chronická lymfocytární leukémie z B lymfocytů ( CLL)
Maligní buňky u CLL jsou transformované zralé B lymfocyty.  Patogeneze choroby není dosud 
přesně známá, víme, že v ní hraje roli zvýšená exprese genu bcl-2, která navodí nižší citlivost 
nádorového lymfocytu k podnětům způsobujícím apoptózu. Lymfocyty typicky exprimují 
povrchové antigeny CD5, CD23 a CD19.[1],[18] Ke kumulaci maligních lymfocytů dochází tedy 
díky prodloužení doby jejích přežívání, nikoli kvůli rychlejší proliferaci. Většina CLL lymfocytů se 
dokonce nachází v G0 fázi.[18] Ke zvyšování počtu maligních lymfocytů dochází proto u většiny 
nemocných zvolna a choroba mívá dlouhé bezpříznakové období, kdy  jediným projevem nemoci 
je lymfocytóza v periferní krvi a kostní dřeni. U nadpoloviční většiny nemocných je diagnóza 
stanovena při náhodném vyšetření krevního obrazu.[1] Medián přežití se dnes pohybuje okolo 10 - 
12 let, ale je vysoce variabilní. U některých pacientů není délka života vůbec zkrácená, zatímco u 
jiných nemoc rychle a agresivně postupuje a vede ke smrti do 2 – 3 let.
6.1.1 Současné možnosti terapie CLL
 Léčba se dnes provádí obvykle Fludarabin monofosfátem, buď v monoterapii, nebo v kombinaci s 
monoklonálními protilátkami či alkylačními cytostatiky. Kombinovaná léčba ( fludarabin, 
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cyklofosfamid, cytarabin, cisplatina a mitoxantrin ) dosáhla nejvyššího procenta celkových remisí a 
u malého počtu pacientů je schopna dosáhnout i molekulární remise (definované jako nepřítomnost 
IgVH při pokusu o průkaz pomocí PCR). Při kombinaci fludarabine + cyklofosmamid + rituximab 
bylo dosažena 95% odpovědí na léčbu a 69% celkových remisí. Polovina pacientů dosáhla 
molekulární remise. Zatím ovšem nemohl být klinickými studiemi dostatečně potvrzen benefit v 
dlouhodobém přežívání. Pokud byla po terapii fludarabinem provedena autologní transplantace 
kmenových buněk, dosáhly molekulární remise dvě třetiny pacientů. Tyto remise ale nebyly trvalé a 
molekulární relaps předcházel relaps klinický.
Nejradikálnější a jediný potenciálně kurativní léčebný přístup představuje alogenní transplantace 
kmenových buněk. Hlavní terapeutický přínos pravděpodobně spočívá v reakci graft versus 
leukemia, nikoli ve vysokodávkované léčbě předcházející transplantaci. Proto se dnes používá 
hlavně nemyeloablativní léčba, jejímž účelem není eradikace leukémických buněk, ale 
imnosuprese, která umožní přihojení štěpu. I při použití tohoto postupu zůstává časná transplantační 
mortalita 18%. Frekvence relapsů je 32%, přičemž všechny nastávají do jednoho roku po 
transplantaci. Přes vysokou náročnost by tato léčba měla být u mladších pacientů s refrakterním 
onemocněním zvážena.[12]
     Studie, které ve své době prokázaly, že časná terapie u pacientů v Binetově stadiu A nedokáže 
zvýšit medián přežití oproti taktice watch and wait, byly provedeny v době, kdy standardní léčbou 
byla monoterapie chlorambucilem. Ta je méně účinná v navození remise. V době těchto studií také 
nebyly známy nové prognostické markery. Platnost závěrů těchto studií pro současnou léčbu je tím 
pádem relativizována. Na druhou stranu cca 32% nemocných nedojde během celého života do 
stadia vyžadujícího léčbu, a tato skupina tedy zcela jistě z nečinnosti terapeutů profituje.
6.1.2 Diagnostický postup u CLL
U nemocných je před všemi dalšími diagnostickými kroky nejprve nutno prokázat, že jde opravdu o 
CLL a ne o jinou lymfoproliferativní nemoc s obdobnými projevy a morfologií buněk. Mohlo by 
dojít k záměně například s vlasatobuněčnou leukémií, leukémizovaným lymfomem z plášťové zóny 
(mantle cell), nebo marginální zóny. K stanovení diagnózy CLL postačuje mikroskopický 
diferenciální rozpočet a morfologické vyšetření nátěru periferní krve, doplněné imunofenotypizací. 
Kriteria diagnózy jsou: lymfocytóza vyšší než 5000 lymfocytů/µL, přítomnost malých, uniformních 
lymfocytů s tenkým lemem cytoplazmy a  imunofenotypicky přítomnost CD5 a alespoň jednoho z 
následujících antigenů: CD19, CD20, CD23. Exprese CD20 je typicky nižší oproti normálním B 
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lymfocytům.[21]
Další vyšetření, která již nejsou nezbytná pro diagnózu, jsou prováděna k zjištění případných 
komplikací a zhodnocení stavu pacienta (morfologické vyšetření kostní dřeně, Coombsův test, 
elektroforeza sérových proteinů a biochemické vyšetření séra). Před zahájením případné 
imunosupresivní léčby bychom měli vyšetřit pacienta na přítomnost nejčastějších virových infekcí 
(CMV, hepatitidy)[21]
Nejdůležitějším faktorem pro určení prognózy a volbu terapie zůstává klinický stav, důležité jsou 
také klasické prognostické ukazatele, jako je stadium onemocnění, počet lymfocytů a jejich 
zdvojovací čas, morfologie lymfocytů, typ postižení kostní dřeně (difuzní nebo ložisková infiltrace). 
Nové markery ale poskytují důležitou, na klinických projevech a věku pacienta nezávislou, 
doplňující informaci.   
 Pro určení stadia CLL se používá Binetova klasifikace (v evropských zemích) nebo Raiův 
stážovací systém (převážně v USA). Ty rozdělují pacienty do stadií podle absolutní lymfocytózy, 
přítomnosti lymfadenopatie, hepatomegalie a splenomegalie, stupně anemie a trombocytopenie. 
Jejich validita byla ověřena mnoha studiemi a pro výpočet vyžadují pouze fyzikální vyšetření a 
krevní obraz. Proto stále spolu s věkem, komorbiditou pacienta a odhadem celkové zdatnosti 
pacienta a jeho schopnosti snášet náročnou léčbu (performance status) představují nejdůležitější 
parametr v rozhodnutí o léčbě.
Omezení klasických stážovacích systémů se ale projevuje právě u pacientů diagnostikovaných při 
náhodném vyšetření krevního obrazu, kteří budou prakticky vždy spadat do Raiova stadia 0 - 2, 
nebo do stadia A podle Binetovy klasifikace. Bez použití dalších markerů nemáme možnost odlišit 
velkou skupinu nemocných, u kterých bude nemoc probíhat indolentně, od těch, u kterých bude mít 
choroba agresivní průběh a rychlou progresi.  Kromě toho klasické stážovací systémy neumožňují 
odhad citlivosti na léčbu. Naděje kladené do nových specifických markerů spočívají právě v 
možnosti překonat tato omezení.
Nejnadějnější nové prognostické markery jsou určité cytogenetické abnormality, exprese 
povrchového antigenu CD 38, mutační stav genů pro těžké řetězce imunoglobulinů (IgVH ) a 
hladina zetta asociovaného proteinu o hmotnost 70 kd ( ZAP-70).[8] Určitou hodnotu by také 
mohly mít sérové markery.
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6.1.3 Prognostické markery CLL
6.1.3.1 Sérové markery
 Nejpoužívanějšími sérovými markery u CLL jsou β2 mikroglobulin ( β2MG ), thymidinkináza (TK) 
a solubilní antigen CD23.
TK dobře koreluje s celkovou nádorovou masou a s aktivitou nemoci a je predikčním faktorem 
progrese.
β2 MG je protein spojený nekovalentní vazbou s α řetězcem hlavního histokompatibilního 
komplexu 1. typu  (MHC I). Jeho biologická funkce spočívá ve stabilizaci MHC I. Zvýšenou 
hladinu β2 MG nacházíme u různých lymfoproliferativních onemocnění. U CLL koreluje se stadiem 
onemocnění. Zvýšená hodnota TK i zvýšená hodnota β2 MG je nezávislým nepříznivým 
prognostickým indikátorem progrese onemocněni [23]. Hallekova studie ale nehodnotila vztah k 
novým prognostickým markerům.
CD23 je antigen exprimovaný zralými B lymfocyty, makrofágy, eosinofily a dendritickými 
buňkami. Fyziologicky je receptorem pro IgE. Zvýšená hodnota u CLL je spojena s horší 
prognózou, ale jeho nezávislá predikční hodnota nebyla dokázaná.
 Problém se všemi sérovými markery spočívá v tom, že neexistuje obecná shoda na určení cut-off s 
nejlepšími prediktivními výsledky a jejich nezávislá predikční hodnota nebyla dostatečně ověřena.
[8]
6.1.3.2 Cytogenetické abnormality
Při použití konvenčních technik byla možnost nálezu cytogenetických abnormalit limitována nízkou 
mitotickou aktivitou maligních B lymfocytů in vitro. Použitím konvenčních technik lze prokázat 
chromosomální abnormality asi u 40 – 50 % nemocných a to nejčastěji trisomii chromosomu 12.[9] 
Při použití metody FISH nacházíme cytogenetické abnormality u 80 - 90 % případů CLL.[11],[8] 
Na základě těchto abnormalit lze pacienty rozdělit do dvou prognostických skupin (tabulka 3). U 
ostatních chromosomálních abnormalit nebyl prokázán významný vliv na prognózu.[9],[10] 
Trisomie 12 představuje rizikový faktor pro progresi choroby, ale zároveň indikuje dobrou odpověď 
na léčbu fludarabinem, stojí tedy mezi oběma prognostickými skupinami.[8]
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6.1.3.2.1 Delece dlouhého raménka chromosomu 17
Delece 17p vede ke ztrátě funkce nejvýznamnějšího tumor supresorového genu p53.Ten je 
lokalizovaný na 17p13.1 V Dohnerově studii o 325 pacientech byla del(17p) nalezena v 7% 
procentech případů [9]. Podle dalších studií podíl del(17p) kolísá mezi 3 – 27 % .[8] Delece byla ve 
všech případech monoalelická. Pacienti s del(17p) měli pokročilejší onemocnění než pacienti z 
ostatních skupin a medián přežití nejkratší ze všech skupin, 32 měsíců (průměrný medián přežití 
bez ohledu na prognostické faktory byl 108 měsíců). U většiny pacientů vede ztráta funkce genu 
p53, způsobená del(17p), k rezistenci na léčbu fludarabinem [11]. U pacientů s del(17p) je také 
častější výskyt mediasinální a abdominální lymfadenopatie, splenomegalie a mají výraznější 
periferní lymfadenopatii.[9] V Döhnerově studii byla del (17p), spolu s věkem, nejvýznamnějším 
faktorem pro určení mediánu přežití pacientů ( p > 0,001 ). [9],.[12]
6.1.3.2.2 Delece krátkého raménka chromosomu 11
Delece 11q vede ke ztrátě funkce genu ATM. Serin/threoninová proteinkináza kódovaná tímto 
genem patří do rodiny PI3/PI4 proteinkináz. Fosforylací spouští řetězec enzymových dějů, který 
vede k aktivaci proteinu p53,BRCA1, kinázy CHK2, RAD17 a RAD9, a proteinu NBS1. Tím se 
tedy významně podílí na funkci tumor supresorových genů. Vrozená bialelická mutace genu ATM 
vede k rozvoji ataxia teleangiektazia.U CLL lymfocytů je poškození genu monoalelické. Četnost 
del(11q) kolísá mezi 10 – 33 % .[8],[9] V Döhnerově studii se del(11q) pouze ve 33% vyskytovala 
izolovaně, ve 42% společně s trisomií chromosomu 12, u 17% spolu s del(17p) a 29% společně s 
del(6q). Stejně jako u pacientů s del(17p) nacházíme u del(11q) častější splenomegalii, 
mediastinální a abdominální lymfadenopatii a výraznější periferní lymfadenopatii. Delece také 
koreluje s vyšším věkem. Přítomnost del(11q) koreluje s nižší odpovědí na terapii fludarabinem a 
vysokým výskytem časných relapsů po autologní transplantaci. Medián přežití od stanovení 
diagnózy byl u těchto pacientů 79 měsíců. Prediktivní hodnota u del(11q) není tak silná jako u 
del(17p), p= 0,004(9)
Není vyloučené, že v Döhnerově studii byla četnost výskytu del(17p) a del(11q) poněkud 
nadhodnocena, protože ze studie byli vyloučeni pacienti, kteří nevyžadovali terapii. Jiné studie 
ukazují, že v těchto skupinách je četnost del(17p) a del(11q) pravděpodobně nižší. Vliv delece 17p a 
11q je ze všech cytogenetických abnormalit statisticky nejvýznamnější, což prokázala 
multivariantní analýza[8],[12],[15]
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6.1.3.2.3 Delece krátkého raménka chromosomu 13
Delece 13q nebo t(13q14) byla  nalezena u 55 % pacientů, tedy jako nejčastější chromosomální 
aberace, na rozdíl od  starších studií, které nepoužívaly FISH a jako nejčastější aberaci určovaly 
trisomii chromosomu 12.[13]  U 36% se del(13q) anebo t (13q,14) nacházela jako jediná 
chromosomální abnormalita. Izolovaná del(13q) představuje příznivý prognostický faktor, medián 
přežití těchto pacientů byl 133 měsíců, šlo tedy o skupinu s vůbec nejlepší prognózou. Při del(13q) 
pravděpodobně dochází k poškození Rb1 genu. Hladina významnosti pro určení prognózy byla 
nižší než 95%.
6.1.3.2.4 Trisomie chromosomu 12
Trisomie 12. chromosomu představuje samostatný nepříznivý prognostický faktor o nižší hladině 
významnosti ( p < 0,05 ). Jiné studie, ale nacházejí statisticky významně horší prognózu při trisomii 
12 oproti izolované del(13q).[13] Median přežití těchto pacientů byl 114 měsíců, oproti 
průměrnému mediánu 108 měsíců a 111 měsíců při normálním karyotypu.[9]
Tabulka 3: Vliv cytogenetických abnormalit na prognózu CLL
Cytogenetická 
abnormalita
Vliv na prognozu frekvence významnost
del(17p)/17p- negativní 3-27% velmi silná
del(11q)/11q- negativní 10-23% silná
del(13q)/t(13q14) pozitivní 55% slabá
Trisomie 12 Spíše pozitivní 16% neprokázaná
6.1.3.3 Mutační stav genů pro těžké řetězce imunoglobulinů ( IgVH)
Hodnocení mutačního stavu genů pro těžké řetězce imunoglobulinů umožňuje určit, zda leukémie 
pochází z naivních pregerminálních B lymfocytů, nebo z paměťových B buněk (memory B cells), 
které se jíž setkaly s antigenem a podstoupily somatickou mutaci genů pro těžké řetězce. Zhruba 
polovina CLL pochází z naivních B lymfocytů a polovina z paměťových B buněk.[14] Vzhledem k 
jinému původu, průběhu i prognóze se dá říci, že jde vlastně o dvě odlišná onemocnění, shodně se 
projevující klinickým obrazem B lymfocytózy.
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Metodika stanovení mutačního stavu je drahá a časově náročná. Provádí se standardně z RNA, která 
slouží jako substrát pro získání cDNA pomocí reverzní transkripce. Kvůli nestabilitě RNA 
(respektive aktivitě RNAáz ) je nutné  rychlé zpracování vzorku. Vyžaduje nejméně 2 nezávislé 
PCR s následnou izolací produktů PCR a jejich sekvenací. Porovnáním s geny nejbližší zárodečné 
linie se pak stanoví, zda buňka podstoupila somatickou mutaci, přičemž jako mutovaná je určena 
buňka, jejíž geny mají nižší než 98% homologii s geny odpovídající zárodečné linie.[14],[8]. Tato 
hranice je stanovena arbitrárně a některé studie používají cut-off 97%.[15] Mutační stav se považuje 
za stabilní znak, který se u jednoho pacienta v čase neproměňuje – to odpovídá názoru, že CLL z 
naivních buněk a CLL z paměťových lymfocytů jsou dvě různé choroby.  
U pacientů s nemutovaným stavem IgVH nacházíme významně častěji vyšší stadium onemocnění, 
trisomii chromosomu 12, progresivní onemocnění a atypickou morfologii lymfocytů. Některé studie 
u nich také prokazují vyšší četnost prognosticky vysoce nepříznivých cytogenetických abnormalit 
del(17p) a del(11q).[14]
Pacienti se somatickou mutací se významně častěji nacházejí v Binetově stádiu A a mají stabilní 
chorobu a typickou morfologii. Existuje slabá korelace mezi mutovaným stavem a translokací 
13q14.[15]
Nejvýraznější rozdíl je ale v mediánu přežití, který byl 95 měsíců pro skupinu s nemutovaným 
stavem a 293 měsíců pro skupinu se somatickou mutací (protože ve skupině s nemutovaným stavem 
se častěji vyskytovala vyšší stadia onemocnění, byli do testu zavzati pouze pacienti s klinickým 
stadiem A)[14]
V současnosti je nemutovaný stav nejsilnějším prediktorem agresivně probíhající nemoci. Přesto ne 
každá agresivně probíhající choroba je spojena s nemutovaným stavem[20].Kvůli jíž zmíněné 
finanční, časové a technické náročnosti se dlouhodobě hledají markery, jejichž stanovení by bylo 
jednodušší a které by zároveň dobře korelovaly s mutačním stavem. Nejvýznamnějšími takovými 
markery jsou povrchový antigen CD38 a ZAP-70.
6.1.3.4 Antigen CD38
CD38 je povrchový glykoprotein, který se kromě B lymfocytů nachází také na NK buňkách a 
monocytech. Funguje jako koreceptor, který při kontaktu s T lymfocytem spouští intracelulární 
kaskádu, která vede k influxu kalcia do buňky.
U B lymfocytů, které neprošly germinálním centrem, nacházíme vyšší expresi CD38. Protože CD38 
je jednoduše stanovitelný pomocí průtokové cytometrie, doufalo se, že by mohl posloužit jako 
snadno dostupný zástupný marker pro IgVH. Korelace ale není dostatečně těsná a některé studie 
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ukazují, že exprese CD38  může kolísat v průběhu onemocnění. Úroveň exprese CD38 se mění 
kontinuálně, pro účely výzkumu si každá studie  stanovuje hladinu, kterou považuje za významnou 
a  podle které dělí pacienty do dvou skupin. Není jisté, jaký cut-off má nejvyšší prediktivní 
hodnotu, používá se 5%, 7%, 20% nebo 30%.[8] Vysoké hodnoty CD 38 korelují s nemutovaným 
stavem IgVH, ale tato vazba neplatí asi u třetiny pacientů.[15]
CD38 tedy není dobře použitelný pro odhad mutačního stavu, podle některých studií má ale 
hodnotu jako samostatný prognostický faktor, jeho širšímu použití zatím braní nedostatečná 
standardizace.[16]
6.1.3.5 Zetta asociovný protein o hmotnosti 70 kD (ZAP – 70)
Vzhledem k odlišnosti průběhu  CLL s mutovaným a nemutovaným stavem a k tomu, že oba tyto 
typy začaly být vnímány jako patogeneticky odlišné nemoci, soudilo se, že u CLL s mutovaným a 
nemutovaným stavem by mělo být možné stanovit různý genový profil, navzdory tomu, že 
morfologicky se neliší. Tato naděje byla posílena tím, že už dříve byly takto určeny dva různé 
genetické podtypy u difuzního velkobuněčného lymfomu z B buněk.
Při testování pomocí mikročipů bylo objeveno několik stovek genů, jejichž exprese je u obou forem 
CLL variabilní. Několik z nich umožňovalo rozlišit mezi CLL s mutovaným a nemutovaným 
stavem, největší specificitu měl právě ZAP-70. [18]. Další studie tyto výsledky potvrdily, zároveň 
ale prokázaly, že vazba není absolutní.
Většina mutovaných buněk exprimuje ZAP-70 v nízké míře, zatímco u nemutovaných CLL 
lymfocytů je exprese vysoká. Podle některých studií se zdá, že diskordance mezi mutačním stavem 
a expresí ZAP-70 je častější tam, kde jsou zároveň přítomné závažné cytogenetické prognostické 
faktory, del(17p), del(11q).[8]
ZAP-70 je statisticky významný, ale ne zcela spolehlivý prediktivní faktor mutačního stavu, zdá se, 
že má význam i jako nezávislý prognostický faktor a v predikci progrese onemocnění může být 
účinnější než hodnocení mutačního stavu. Vůbec nejlepší prognózu z hlediska primární progrese 
(času od diagnózy k nutnosti zahájit léčbu) mají pacienti s oběma pozitivními predikčními faktory, 
tedy s mutovaným stavem a ZAP-70 negativitou. U takových pacientů byl medián do nutnosti 
zahájení léčby 11 let. Naproti tomu u pacientu se ZAP-70 pozitivitou a mutovaným stavem byl 
medián do zahájení léčby jen 4,2 roku (oproti 2,8 let u pacientů s oběma nepříznivými 
prognostickými faktory.[20]  V budoucnu tedy bude pravděpodobně běžným postupem hodnocení 
obou markerů.   
Zetta asociovaný protein o hmotnosti 70 kD je tyrozinkináza skládající se ze třech podjednotek. 
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Fyziologicky je exprimován hlavně T lymfocyty a NK buňkami, v malé míře ale i B lymfocyty.[17]. 
Fosforylací intermediárních proteinů vede k aktivaci signálních drah, které jsou nezbytné pro 
aktivaci T lymfocytů. U CLL pravděpodobně ZAP-70 amplifikuje signální dráhu receptoru B 
lymfocytu, což se může podílet na horší prognóze pacientů s vysokou hladinou ZAP-70. Je možné, 
že ZAP-70 vede k migraci leukémických buněk do mikroprostředí, které usnadňuje jejich 
proliferaci.[17]
Úroveň exprese ZAP-70 lze stanovit různými metodami. Vzhledem k relativní dostupnosti a 
rychlosti provedení se nyní v této souvislost zkoumá hlavně průtoková cytometrie. Používají se buď 
monoklonální protilátky (MK) konjugované s fluorescenčními látkami, nebo se použijí MK 
nekonjugované. V takovém případě představuje nekonjugovaná MK epitop, na který se ve druhé 
fázi naváže monoklonální protilátka konjugovaná s fluorescentem. Lze použít také protilátky 
konjugované s fykoerytrinem. Prvním metodickým problémem je poměrně nízká úroveň exprese 
ZAP-70 B lymfocyty ( včetně maligních ) ve srovnání s NK buňkami a T – lymfocyty, druhým 
stejně jako u CD38 nutnost rozhodnout, která hodnota bude označena jako pozitivní. Studie, které 
srovnávaly statistickou korelaci s mutačním stavem IgVH  zjištěným jinými metodami, určují jako 
nejúčinnější hodnotu 20%. Jinou možností je měření střední intenzity fluorescence celé populace 
CLL ( MFI), případně j poměr  MFIT lymf/MFICLL  [17]. Obecnou nevýhodou použití průtokové 
cytometrie pro průkaz ZAP-70 je nedostatečná standardizace a subjektivní variabilita. Pro 
provedení průtokové cytometrie je potřeba čerstvý, nebo zamražený vzorek.
Kvantitativní RT - PCR umožňuje spolehlivě kvantifikovat expresi ZAP-70. Nevýhodou je nutnost 
purifikace vzorku, který nesmí být kontaminován T – lymfocyty. To samé omezení platí i pro 
western blotting. Možnou metodou je také imunhostochemie, která dobře koreluje s výsledky PCR.
6.1.4  Jak lze nové poznatky o prognostických markerech CLL využít z hlediska 
rozhodnutí o době zahájení léčby ?
Naděje, že díky přesnějšímu určení prognostických faktorů dokážeme lépe indikovat terapii a 
dosáhnout v ní tak lepších výsledků, stojí v popředí všech výzkumů prognostických markerů. 
Problém je v tom, že pro stanovení nejsilnějších prognostických markerů, tedy delece 17. a 11. 
chromosomu, mutačního stavu IgVH  a hladiny ZAP-70, ještě neexistuje dostatečně standardizovaná 
a široce dostupná metodika. Následkem toho nebyl přínos časné léčby indikované podle 
specifických prognostických markerů dosud potvrzen klinickými studiemi. Pro pacienty skupiny A 
Binetovy klasifikace (Raiova stadia 0 – II), pokud se u nich nevyskytují známky vysoké aktivity 
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choroby (zdvojovací čas lymfocytů kratší než 1 rok, progresivní lymfadenopatie, nebo 
hepatosplenomegalie, insuficience kostní dřeně) tak stále zůstává jediným postupem medicíny 
založené na důkazech taktika sledování onemocnění a vyčkávání do doby než se objeví indikace k 
zahájení terapie (watchfull waiting). V současné době ale probíhají klinické studie, ve kterých jsou 
pacienti v Binetově stadiu A po vyšetření perspektivních prognostických markerů náhodně 
rozděleni do dvou skupin, kde v jedné skupině je terapie zahájena časně, v druhé až po splnění 
klasických kriterií.    
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7. Souhrn
Ve své práci jsem se zaměřil na výzkum specifických diagnostických a prognostických markerů 
akutní myeloidní, chronické myeloidní a chronické lymfocytární leukémie. U AML představují v 
současnosti hlavní prognostický marker cytogenetické abnormality. Pacienty, které nelze na základě 
cytogenetického vyšetření spolehlivě zařadit do prognostické skupiny, lze stratifikovat pomocí 
průkazu specifických genových mutací, nebo průkazem zvýšené úrovně exprese některých genů. 
Nejvýznamnější a také nejčastěji nacházený prognostický marker u AML představuje mutace FLT3-
LM. Produkt tohoto genu je zároveň teoretickým cílem pro terapii.
Hlavní diagnostický marker u CML je gen bcr-abl, který ve většině případů vzniká při t(22,9). 
Objev inhibitorů tyrozinkinázy bcr-abl zásadně změnil přístup k léčbě i prognózu nemocných.
U CLL umožňuje vyšetření mutačního stavu genů pro těžké řetězce imunoglobulinů rozdělit 
nemocné do dvou skupin s odlišnou patogenezí i očekávaným průběhem. Další prognostické údaje 
poskytuje cytogenetické vyšetření a stanovení úrovně exprese CD38 a ZAP-70.
Summary
In my theses I concentrated on examination of specific prognostic markers of acute myeloid 
leukemia, chronic myeloid leukemia and chronic lymphocytic leukemia. 
Today by AML diagnose the cytogenetic abnormalities are considered the main prognostic marker. 
Patients, whose prognostic group it is not possible to identify with certainty just on the bases of 
cytogenetic examination, can be stratified by proving the presence of specific gene mutations or 
high expression levels of of some genes.
    The most important and most frequently identified prognostic marker by AML is mutation of 
FLT3-LM. Protein coded by this gene is also a hypothetical aim of the treatment.
     The crucial diagnostic marker of CML is the gene bcr-abl, which, in most of the cases, is a 
product of t(22,9). The discovery of inhibitors of tyroxine kinase bcr-abl brought about a substantial 
change into the aproach of the treatment as well as into the prognose of the ill. 
      Through examination of immunoglobulin heavy-chain gene mutation status it is possible to 
divide patients with CLL into two subgroups with different pathogenesis and advancement of the 
illness. Other prognostic data can be acquired from cytogenetic examination and from essay of the 
level of CD38 and ZAP-70. 
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8. Závěr
Přestože se u akutní myelodní leukémie, chronické myeloidní leukémie i chronické lymfocytární 
leukémie podařilo díky dlouhodobému výzkumu objevit významné diagnostické a prognostické 
markery, možnosti jejich využití v klinické praxi je v současnosti u každého z těchto tří typů 
leukémie různá. U CML se stal jediný marker - Philadelphský chromosom - jednoznačným 
vodítkem a dokonce nutnou podmínkou ke stanovení diagnozy. Jeho diagnostická hodnota u CML 
je spolehlivě prokázaná a jeho průkaz je možný za použití standardizovaných a poměrně 
dostupných metod. Co je pro praxi ještě důležitější; výzkum Ph1 chromosomu a genu bcr-abl vedl k 
lepšímu pochopení patogenetických mechanizmů choroby a k vývoji cílené terapie, která zásadně 
změnila vyhlídky pacientů. 
Akutní myelodní leukémii je díky cytogenetickým markerům možné rozdělit do tří prognostických 
skupin.U dvou z nich je prognoza typem chromosomální aberace natolik ovlivěna, že se na základě 
ní dá rozhodnout o terapii. V intermediární prognostické skupně, která je největší, je prognóza příliš 
variabilní na to, aby mohla posloužit jako vodítko ke stanovení terapie. Byly nalezeny genetické 
markery, které umožní stratifikovat nemocné v intermediární skupině do užších prognostických 
skupin. Terapie indikovaná podle těchto markerů zatím ale ani v experimentálních studiích nevedla 
k prodlužení života nemocných. Na druhou stranu, výzkum zde dává naději na lepší pochopení 
patogeneze nemoci a v budoucnu možná i na vyvinutí cílené léčby pro některé skupiny pacientů s 
AML ( hlavně pro ty u kterých je přítomná mutace FLT3-LM).
 U CLL má v současné době největší význam hodnocení mutačního stavu a cytogenetický průkaz 
delece na chromosomu 17 a 11. Prognostická síla obou těchto faktorů je dobře ověřená. Není ale 
dosud dostatečně prokázáno, že pacienti mají prospěch z terapie indikované podle těchto markerů. 
Širšímu využití testování mutačního stavu brání technická náročnost jeho stanovení.  Ani metoda 
vyšetření interfazických lymfocytů pomocí FISH není nejjednodušší, kromě toho prognosticky 
závažné chromosomální aberace se vyskytují spíše u menší části pacientů. Úspěchem hodnocení 
mutačního stavu IgVH   je poznatek, že CLL není jedna klinická jednotka, ale dvě odlišné choroby s 
různým biologickým chováním.
Zástupné markery nekorelují zcela přesně s mutačním stavem. I když u CD38 a hlavně u ZAP-70 se 
ukázalo, že mají vlastní, na mutačním stavu nezávislou prediktivní hodnotu, problémy se 
standardizací metod jejich stanovení způsobily, že zatím nesplnily naděje v ně kladené. Perspektivní 
by mohlo být měření exprese ZAP-70 pomocí průtokové cytometrie.   
Celkově lze říci, že přes veliké množství teoretických poznatků má zatím výzkum specifických 
markerů CLL jen malý dopad na oblast klinickou. 
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